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摘要
N-糖的表征对生物治疗药物的开发至关重要。通常，使用标签对酶促释放的 N-聚糖
进行衍生化，以便通过 HILIC UHPLC-FLR 和 UHPLC/MS 进行荧光 (FLR) 和质谱 (MS) 
检测。N-糖的样品前处理通常需要数小时乃至数天才能完成。尽管 Agilent InstantPC
（原 ProZyme）等较新的荧光标签提供了 FLR 和 MS 高灵敏度，但使用 2-AB（2-氨
基苯甲酰胺）标签获得 N-糖数据已有 20 多年的历史，已在许多实验室中成熟应用。
本应用简报介绍了快速 N-糖样品前处理工作流程的开发和应用，使用 5 分钟溶液内
去糖基化步骤，然后直接在基质上进行 2-AB 标记和净化，无需干燥步骤，样品可在 
2 小时左右完成准备用于分析。

文中展示的比较研究由两种单克隆抗体（美罗华、NISTmAb）和一种 Fc 融合蛋白
（恩利）组成，使用安捷伦提供的两种不同的 N-糖样品前处理工作流程：1) 使用 
2-AB 的 Agilent GlykoPrep 快速 N-糖前处理；2) 使用 2-AB Express（原 ProZyme）
的 Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理。与传统样品前处理方法相比，Agilent 
AdvanceBio Gly-X 技术和 2-AB Express 标记可大大缩短获得结果的时间。

开发用于 N-糖释放和标记的快速 2-AB 
样品前处理工作流程
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前言
N-糖的位置和结构在治疗性蛋白质的药物
学中发挥着重要作用，可能会影响免疫原
性、药代动力学和药效学[1]。这使得 N-糖
的表征成为生物治疗性药物开发过程中
的重要环节。N-糖不包含适合使用标准液
相色谱 (LC) 技术进行在线检测的发色团
或荧光团，因此通常在使用 PNGase F 酶
促释放后，通过还原胺化化学（图 1）用 
2-AB 等荧光标签将其衍生化。用于此目
的的常用还原剂是氰基硼氢化钠[2]。传统
的 2-AB 标记方法需要多个步骤，包括标
记前干燥游离多聚糖和后续净化多余的染
料标记，可能需要数小时甚至数天才能完
成[3]。使用 2-AB 等传统还原胺化染料的 
GlykoPrep 简化了样品前处理过程，可在 
4–5 个小时内完成。使用 2-AB Express 
的 Gly-X N-糖前处理工作流程简便快速。

图 1. 使用 2-AB 标记酶促释放的 N-糖。染料的伯胺作用于无环还原糖的羰基碳，形成部分席夫碱。席夫碱的
亚胺基团经化学还原得到标记的多聚糖
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该流程中，溶液内去糖基化在 5 分钟内
释放 N-糖，并在固态基质上完成 2-AB 标
记，然后用乙腈洗去基质上多余的染料，

并用去离子水洗脱标记的样品。样品通
常可在 2 小时内完成准备，等待 UHPLC 
分析（图 2）。

图 2. N-糖样品前处理工作流程：Agilent GlykoPrep 和使用 2-AB Express 的 Agilent AdvanceBio Gly-X
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方法

样品前处理
对美罗华（批号 H0102B03）、恩利（批号 
R170724）和 NIST 单克隆抗体参比物质 
8671 (NISTmAb)（批号 14HB-D-002）的 
N-糖样品进行前处理，工作流程为使用 
2-AB 的 Agilent Glyko-Prep 快速 N-糖前处
理 (GP96NG-AB) 和使用 2-AB Express 试
剂盒的 Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前
处理（GX96-2AB，原 Prozyme），按照
标准推荐方案，每次前处理使用 50 µg 蛋
白质。所有样品平行配制 3 份。

HILIC-UHPLC 分析
分析前将洗脱样品的最终体积调整为  
100 µL（进样量 1 µL）。使用亲水相互作
用液相色谱 (HILIC) 分离多聚糖。HILIC-
UHPLC 分离在 Amide 2.1 × 150 mm, 
1.7 µm 色谱柱上进行，用 50 mmol/L 
甲酸铵 (pH 4.4)，梯度为 2.5–50 分钟
内 25%–38%，流速为 0.4 mL/min。通
过荧光检测标记的多聚糖，Ex/Em 为 
360/428 (nm)。与现有安捷伦数据、
LC/MS 质量测定结果[4,5] 和 NISTmAb 已
发表数据 [6 ,7] 进行比较，以确定多聚糖 
归属。

结果与讨论
对 2-AB 标记 N-糖的 HILIC-UHPLC 分析
表明，两种不同的样品前处理方法（使用 
2-AB 的 GlykoPrep 和使用 2-AB Express 
的 Gly-X）之间的结果相当。

• 美罗华：与 CHO 细胞中产生的大
多数单克隆抗体类似，美罗华的
糖基化模式主要由中性二天线型
多聚糖组成，其中 G0F、G1F[6]/ 
G1F[3] 和 G2F 为主要成分，并含
有低含量的唾液酸化和高甘露糖
多聚糖（图 3）

图 3. 美罗华 N-糖的 2-AB UHPLC 荧光叠加图谱，前处理流程为使用 2-AB 的 Agilent GlykoPrep 和使用 2-AB Express 进行标记的 Agilent AdvanceBio Gly-X 
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• 恩利：与美罗华相比，恩利的糖
基化谱图包含更高含量的唾液酸化
及非岩藻糖基多聚糖，如观察到的 
A1F、A2F、A1 和 A2（图 4）

• N I S T m A b：与美罗华类似，
NISTmAb 主要含 G0F、G1F[6]/[3] 
和 G2F。然而，NISTmAb 还包
含在中性物质上具有单和双半乳
糖-α (1,3)-半乳糖表位的多聚糖
（图 5），与已发表的数据一致[6]
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图 4. 恩利 N-糖的 Agilent 2-AB UHPLC 荧光叠加图谱，前处理流程为使用 2-AB Express 的 Agilent AdvanceBio Gly-X 和使用 2-AB 的 Agilent GlykoPrep
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图 5. NISTmAb N-糖的 2-AB UHPLC 荧光叠加图谱，前处理流程为使用 2-AB Express 的 Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理和使用 2-AB 的 Agilent GlykoPrep 快速  
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图 6. 2-AB 总荧光响应比较。多聚糖取自当量的糖蛋白（美罗华、恩利、和 NISTmAb），前处理流程为使用 
2-AB Express 的 Agilent AdvanceBio Gly-X N-糖前处理和使用 2-AB 的 Agilent GlykoPrep 快速 N-糖前处理。
在 UHPLC-FLR 分析之前，所有洗脱样品均调整至 100 µL 的最终体积（进样量 1 µL） 
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• 与 GlykoPrep 相比，Gly-X 样品前处
理的美罗华和恩利分子可观察到更高
的总荧光信号。NISTmAb 的总荧光
信号与 Gly-X 和 GlykoPrep 相当

• 对于测试的三种分子，两种样品前处
理方法获得了类似的相对面积百分比
结果（图 7）

图 7. 使用 2-AB 的 Agilent GlykoPrep 和使用 2-AB Express 的 Agilent AdvanceBio Gly-X 前处理得到的 N-糖相
对面积百分比的比较。(A) 美罗华，(B) 恩利，(C) NISTmAb。美罗华/恩利报告中，多聚糖相对面积 > 0.5%，
NISTmAb 中相对面积 > 1.0%
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结论
• Agilent GlykoPrep 快速 N-糖前处理
工作流程使用 2-AB 对游离 N-糖进行
标记，可提供可重现且可靠的结果，
可直接与历史数据进行比较

• 相比传统  2 -AB 标记，使用  2 -AB 
Express 的 AdvanceBio Gly-X 提供快
速的工作流程，无需冗长的干燥步
骤，缩短了获得结果的时间

• 使用 GlykoPrep 和 Gly-X 对美罗华、恩
利和 NISTmAb 中的 N-糖进行前处理
和 2-AB 标记，在总荧光信号和相对百
分比面积结果上获得了相当的数据

• NISTmAb N-糖谱图与发表的数据一致
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